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摘要 :目的 利用 16s TRNA 高 通 量 测序 技术 分 析 糖 尿 病 足 骨髓 炎 (DFO) 感 染 骨 组 织 中 病原 微生物 特点 ,为 临床 感染 病原 菌 的 鉴 
定 及 治疗 提供 快速 ,准确 的 方法 。 方法 收取 2016 年 9 月 ~2017 年 4 月 于 本 科室 住院 的 16 例 DFO 患 者 清 创 术 中 获取 的 感染 上 骨 标 
本 ,分 别 利用 16s rRNA 高 通 量 测序 技术 和 | icu eos peine 分 析 16s TRNA 测序 结果 中 DEFO 的 菌 群 特点 ， 
并 与 培养 结果 相 比较 。 结 果 16s rRNA 测序 显示 DEFO 骨 组 织 病原 微生物 多 样 性 较 大 ,分 布 较为 均匀 , 共 获 得 优势 菌 属 20 种 , 占 
所 有 菌 属 的 87.00% ,其 中 Prevotella 是 丰 度 最 大 的 菌 属 。 两 种 鉴定 方法 结果 均 显 示 DEFO 病原 菌 以 革 兰 氏 阴 性 菌 为 主 。 与 培养 
法 相 比 ,16s rRNA 测 序 阳 性 率 较 高 (100% vs 88.2496) ,平均 每 个 样本 病原 菌 数 较 多 (12.56 vs 1.50) , 革 兰 氏 阴性 菌 所 占 的 比例 较 
高 (67.16% vs 50.00%)。 此 外 ,16s rRNA 测序 结果 履 盖 了 除 o coli Serratia marcescens K Enterobacter cloaca 外 的 所 
有 培养 病原 菌 结果 ,甚至 有 高 达 13 种 菌 属 不 存在 于 培养 结果 ,其 中 Anaerococcus、 Veillonella Bacteroides Fusobacterium, 
Porphyromonas ,Finegoldia , p dE a 和 Bulleidia 均 为 专 性 厌 氧 菌 或 严格 厌 氧 
菌 ,而 培养 结果 中 并 无 大 氧 菌 的 出 现 。 但 培养 结果 显示 ,DFO 中 多 重 耐 药 菌 的 比例 高 达 58.33%。 结 论 16s rRNA 高 通 量 测序 
LES DFO 骨 组 织 中 菌 群 微 生 态 的 多 样 性 及 丰 度 特点 。DFO 骨 组 织 病 原 微 生物 多 样 性 大 ,分 布 均匀 ,但 优势 菌 属 分 布 离 
散 ,以 革 兰 氏 阴 性 菌 为 主 。 与 培养 法 相 比 ,16s TRNA 测序 对 病原 菌 的 鉴定 简单 而 准确 ,尤其 在 对 革 兰 氏 阴 性 菌 和 厌 氧 菌 鉴 定 方 
面 有 显著 的 优势 ,可 快速 而 准确 地 指导 DFO 感 染 治疗 。 

关键 词 :糖尿 病 足 骨髓 炎 ;16s rRNA 基因 ;高 通 量 测序 技术 ;培养 ;病原 菌 
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Pathogen analysis in patients with diabetic foot osteomyelitis using 16S rRNA high- 


throughput sequencing 
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Abstract: Objective To analyze the characteristics of pathogenic microorganisms in the infected bone tissues in patients with 
diabetic foot osteomyelitis (DFO) using 165 rRNA high-throughput sequencing to facilitate rapid and accurate detection of 
pathogens and effective infection control. Methods Between September, 2016 and April, 2017, 16 patients with DFO were 
admitted in our department and infected bone specimens were obtained during debridement. The pathogenic microorganisms 
in the specimens were identified using both 165 rRNA high-throughput sequencing and automatic blood culture analyzer, and 
the characteristics of the microflora were analyzed based on 165 rRNA sequencing data in comparison with the results of blood 
culture. Results The results of 165 rRNA sequencing showed that bone tissues of DFO contained diverse and uniformly 
distributed pathogenic organisms, among which 20 (87% ) dominant genera were identified with Prevotella as the most 
abundant pathogen. Both 16S rRNA sequencing and routine culture results suggested the domination of gram-negative 
bacteria among the pathogens in DFO bone tissues. 165 rRNA sequencing, compared with routine culture, yielded a higher 
positivity rate (10076 vs 88.2476) and detected a greater average number of pathogens (12.56 vs 1.50) and a higher proportion of 
gram-negative bacteria (67.1676 vs 50.0096) in the samples. 165 rRNA sequencing detected nearly all the pathogens identified 
by routine culture except for Escherichia coli, Serratia marcescens and Enterobacter cloaca, and identified 13 genera that failed to be 
detected by routine culture, including the obligate or strict anaerobes Anaerococcus, Veillonella, Bacteroides, Fusobacterium, 
Porphyromonas, Finegoldia, Prevotella, Peptostreptococcus, Paroimonas, Peptoniphilus and Bulleidia. Routine culture did not detect 
any anaerobes in the samples but identified multidrug-resistant strains in as many as 58.33% of the pathogens. Conclusions 
168 rRNA high-throughput sequencing is capable of demonstrating the diversity and abundance of microflora in DFO bone 
tissues, where diverse and uniformly distributed pathogens can be detected with a discrete distribution of the dominant 
genera, most of which are gram-negative. Compared with 


收 稿 日 期 :2017-09-15 
基金 项 目 :国家 自然 科 


学 基金 (81600648) ;广东 省 科技 计划 项 目 


(2016ZC0066); 广 东 省 医学 科学 技术 研究 基金 项 目 (A2017090) 
Supported by National Natural Science Foundation of China (81600648). 


作者 简介 : 胡 萍 ,在 读 硕 了 
通信 作者 :高 方 ,副教授 ， 


FIXE E-mail: 809353638(2qq.com 
副 主任 医师 ,E-mail: gfmhx96@fimmu.com 


routine culture method, 165 rRNA sequencing allows 
more convenient and accurate identification of the 
pathogens (especially gram- negative bacteria and 
anaerobes) and can be useful in clinical decision on 
appropriate treatment of DFO. 
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糖尿 病 足 骨髓 炎 (DFO) 是 由 糖尿 病 足 软 组 织 感染 
草 延 至 深部 骨 及 骨髓 组 织 的 糖尿 病 (DMD) 严 重 并 发 证 "。 
有 人 研究 显示 , 约 20% 的 糖尿 病 足 演 疡 患者 合并 有 肯 骨 
炎 ", 且 DFO 患 者 的 截 趾 / 肢 率 高 达 59.4%”。 近 年 研究 
表明 ,内 科 抗 感染 治疗 可 降低 骨髓 炎 患 者 的 截 趾 肢 率 
和 截肢 风险 “3 ,而 感染 骨 组 织 病原 菌 及 抗生素 敏感 性 的 
鉴定 是 其 关键 环节 。 据 估计 ,生物 界 99% 以 上 的 细菌 和 
真菌 目前 无 法 进行 人 工 培养 所 ,因而 临床 上 基于 培养 法 
的 微生物 鉴别 方式 在 鉴定 某 些 新 物种 及 难以 培养 微 生 
物 时 存在 一 定 的 困难 ,无 法 有 效 地 指导 感染 的 控制 治 
疗 ,使 半数 以 上 的 骨髓 炎 患 者 仍 难以 摆脱 截肢 的 厄运 。 
16s rRNA 基因 普遍 存在 于 原核 微生物 中 ,是 研究 微 生 
物 多 样 性 应 用 最 广泛 的 分 子 标记 ,可 运用 于 微生物 菌 
落 及 细菌 分 型 。 高 通 量 测 序 较 第 1 代 测 序 通 量 高 速度 
快 . 读 长 长 ,准确 度 高 , 早 在 2010 年 已 超过 1200 种 细菌 
的 全 基因 组 被 完整 测序 "%。 此 前 已 有 研究 将 16s rRNA 
测序 技术 运用 于 DFO 病原 微生物 的 分 析 , 但 其 标本 收 
集 方法 不 统一 ,未 阐明 DFO 病 原 微生物 的 分 布 特点 ,是 
对 优势 菌 属 的 分 析 不 够 全 面 沾 。 本 研究 统一 采用 临床 
上 常用 的 清 创 术 收 集 标本 ,并 全 面 分 析 DFO 病 原 微 生 
物 多 样 性 及 分 布 特点 ,深度 探索 16s rRNA 测序 在 菌 群 
鉴定 方面 的 优势 。 


1 资料 和 方法 
1.1 研究 对 象 
2016 年 9 月 ~2017 年 4 月 于 本 院内 分 泌 科 住院 治疗 

的 16 例 确诊 为 DFO 患者 ,男性 9 例 ,女性 7 例 ,年龄 
60.69+9.69 47 , DM 病程 8.74+5.95 年 ,糖尿病 足 病程 
17.50(10.00~52.50)d。 患 者 DM 的 诊断 依据 于 1999 年 
世界 卫生 组 织 (WHO) 的 诊断 标准 。 

1.2 诊断 标准 

1.2.1 足 部 骨髓 炎 诊 断 依据 0 足 部 红肿 肿胀 ;感染 指 
标 [ 白 细胞 计数 (WBC) .中 性 粒 细胞 计数 mn) 、 降 钙 素 原 
(PCT) .C 反 应 蛋白 (CRP) .红细胞 沉降 率 (ESR) 等 ] 升 
高 ; 骨 探 针 试 验 阳 性 或 骨 外 露 ; X 线 显示 骨 质 破坏 ; 
MRI 显 示 上 骨髓 炎 性 改变 ; 骨 微 生物 培养 阳性 或 骨 病 理 检 
查 阳性 。 

1.2.2 糖尿 病 周转 神经病 交 (DPN) 诊 断 标 准 "” 明确 的 
糖尿 病 病 史 或 至 少 糖 代谢 异常 证 据 ;在 诊断 糖尿 病 时 或 
之 后 出 现 的 神经 病变 ;临床 症状 和 体征 与 DPN 的 表现 
相符 ;有 临床 症状 (疼痛 \ 麻 木 . 感 觉 异常 等 ) 者 ,存在 5 项 
仿 查 异常 (温度 觉 异 常 .尼龙 丝 检查 足 部 感觉 减退 或 消 
失 .震动 觉 异 常 .中 反射 消失 .神经 传导 速度 有 2 项 或 2 
项 以 上 减 慢 ) 中 任 1 项 及 1 项 以 上 ;或 无 临床 症状 者 , 存 
在 5 项 检查 异常 中 任 2 项 及 2 项 以 上 异常 ;排除 其 他 病 
变 如 颈椎 病变 , 脑 梗 塞 等 及 药物 引起 的 神经 损害 。 


1.2.3 糖尿 病 周 围 血 管 病变 (PAD) 诊 断 标 准 "有 间歇 
性 跨行 . 静 息 痛 、 坏 着 等 下 肢 血管 病变 表现 ; 局 部 动脉 搏 
动 减弱 或 消失 , 皮 温 降低 ;中 肪 指数 (ABD<0.9; 血管 超 
声 .CTA .MRA 或 动脉 造影 等 检查 示 血 管 硬化 .阻塞 或 
闭塞 ;排除 血管 闭塞 性 脉 管 炎 等 其 它 动 脉 性 疾病 。 

1.2.4 糖尿 病 视网膜 病 交 (DR) 诊 断 标 准 "” 眼底 照相 或 
眼底 检查 出 现 硬 性 渗 出 ARDE 视网膜 内 微血管 异常 、 
微血管 瘤 .静脉 串珠 ,新生 血管 .视网膜 内 出 血 ,玻璃体 
积 血 视网膜 前 出 血 .纤维 增生 等 任 一 异常 改变 。 

1.25 Wagner 分 级 法 0 级 ,目前 尚 无 溃疡 ,但 存在 发 
生 足 溃疡 的 危险 因素 ;1 级 , 足 部 皮肤 表面 溃疡 ,临床 上 
无 感染 ;2 级 , 较 深 的 溃疡 , 常 合并 软组织 感染 ,可 累及 肌 
肉 、 筋 膜 或 关节 ,但 并 无 脓肿 或 骨 的 感染 ;3 级 ,深部 演 
疡 , 伴 有 深部 脓肿 或 骨髓 炎 ;4 级 ,局 限 性 坏 冶 ;5 级 ,全 足 
WIJE 

1.8 纳入 及 排除 标准 

1.3.1 纳入 标准 年 龄 =18 岁 ;符合 糖尿 病 足 骨髓 炎 的 
诊断 ;存在 感染 骨 暴 露 ;患者 全 身 状 况 较 好 ;患者 及 家 属 
均 同 意 参与 研究 。 

1.3.2 排除 标准 创面 周围 存在 严重 的 皮肤 病 ; 入 院 前 
有 使 用 较 长 时 间 的 免疫 抑制 剂 治疗 ;存在 影响 骨髓 炎 创 
面 的 肿瘤 ;患者 不 配合 ;根据 医师 判断 不 适合 人 组 。 

1.4 方法 

1.4.1 主要 试剂 动物 组 织 /细胞 DNA 磁 珠 提取 试剂 盒 
(深圳 易 瑞 ) , TransStart Fastpfu DNA Polymerase PCR. 
试剂 盒 (北京 全 式 金 ) 蛋白酶 K(Sigma)。 

1.4.2 基本 病例 资料 收集 整理 患者 的 病史 ,体格 检查 、 
物理 检查 .实验 室 检查 .影像 学 检查 等 数据 资料 ,包括 性 
别 EFR DM 病程 .糖尿病 足 病 程 \ Wagner 7] 92K ABI, 
糖化 血红 和 蛋白 (HbAlc)、 血 常规 . 血 生化 .感染 2 项 、 肾 功 
fE TEER IEMA. 

1.43 标本 采集 用 大 量 牛 理 盐水 及 过 氧化 氢 浴 液 冲 
ve 消毒 创面 ,清除 创面 周围 坏死 组 织 后 ,用 无 菌 剪 刀 或 咬 
骨 钳 取 少 量 感染 骨 组 织 均 分 为 3 份 ,整个 操作 过 程 由 专业 
清 创 师 完 成 。 其 中 两 份 分 别 立 即 送 检验 科 进 行 培养 鉴 
定 和 病理 科 进 行 病 理 组 织 学 检查 , 另 一 份 保存 于 -80 C 
中 以 进行 16s rRNA 测序 。 患 者 标本 编号 为 Dd1l、 
Dd2:.… .Dd16, 

1.4.4 微生物 培养 标本 的 接种 、 分 离 等 过 程 由 专业 的 
检验 科 人 员 参 照 全 国 临 床 检验 操作 规程 进行 。 仅 做 一 
般 细 菌 及 真菌 的 培养 及 鉴定 (不 包括 大 氧 菌 等 特殊 细菌 
培养 ) ,微生物 及 药 敏 鉴 定 采 用 BD phonex 血 培养 分 析 
仪 和 BD100 全 自动 细菌 鉴定 药 敏 系统 。 

1.4.5 16s RNA 测序 按照 说 明 书 用 动物 组 织 DNA 提 
取 试 剂 盒 提 取 细 菌 基 因 组 DNA,1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 
测 后 ,用 PCR 试剂 盒 根 据说 明 书 使 用 特异 性 引物 
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(341F: 5-CCTAYGGGRBGCASCAG-3' 和 806R: 5'- 
GGACTACNNGGGTATCTAAT-3') 对 16s rRNA V3- 
V4 区 基因 片段 运用 ABI GeneAmp 9700 PCR 仪 进行 扩 
增 。 将 获得 的 扩 增 产物 再 次 进行 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检 
测 ,并 混 样 .纯化 ,构建 DNA 文 库 , 最 后 运用 Ilumina 
Hiseq2500 测 序 平 台 检 测 ( 赛 哲 生 物 , 广 州 )。 
1.5 数据 的 整理 与 分 析 

数据 统计 分 析 采 用 SPSS 22.0 软 件 包 ,计量 资料 用 
均 数 + 标准 差 ( 正 态 分 布 ) 或 中 位 数 ( 非 正 态 分 布 ) 表 示 ， 
采用 1 检验 或 非 参 数 检验 ;计数 资料 用 百分比 表示 ,采用 
XX 检验 。P<0.05 为 差异 存在 统计 学 意义 。 

16s rRNA 测序 数据 分 析 :根据 Barcode 序 列 和 
PCR 扩 增 引 物 序列 从 下 机 数据 中 拆 分 出 各 样品 数据 , 截 
去 Barcode 序 列 和 引物 序列 ,对 样品 的 reads 进 行 拼接 ， 
得 到 的 拼接 序列 为 原始 Tags 数 据 ,Raw Tags 经 过 过 滤 
处 低 质 量 , 和 不 符合 长 度 的 tags, 以 及 过 滤 骸 合体 和 宿 
主 序列 ,得 到 高 质量 的 Tags 数 据 (Clean Tags)。 得 到 
Clean Tags 后 ,基于 Clean Tags 进行 OTUs 聚 类 分 析 。 
根据 OTUs 聚 类 结果 ,一 方面 对 每 个 OTU 的 代表 序列 
做 物种 注释 ,得 到 对 应 的 物种 注释 信息 和 基于 物种 的 丰 
度 分 布 情况 。 同 时 ,对 OTUs 进 行 丰 度 (统计 ,可 视 化 )、 
Alpha 多 样 性 分 析 等 ,以 得 到 样品 内 物种 丰富 度 和 均匀 
度 信息 ,不同 样品 间 的 共有 和 特有 OTUs 信 息 等 。 男 一 
方面 ,对 OTUs 进行 多 序列 比 对 并 构建 系统 发 生 树 ,并 
基于 进化 树 信息 和 丰 度 信息 进一步 进行 Beta 多 样 性 分 
析 等 ,获得 不 同样 品 和 分 组 的 群落 结构 差异 信息 ,通过 
PCoA 和 了 PCA NMDS 和 距离 矩阵 热 图 等 方式 进行 展示 。 


2 结果 
2. 一 般 资料 ( 表 1) 

Wagner 分 级 为 3~4 级 ,3 级 与 4 级 患者 各 8 例 ; 
68.75% 的 患者 入 院 前 有 抗生素 治疗 史 ; 合 并 DPN PAD 
和 DR 的 患者 分 别 占 87.50%、68.75% 和 62.50%。 

2.2 16s rRNA 高 通 量 测序 结果 

2.2.1 序列 聚 类 分 析 (OTU 分 析 ) 16 例 患者 骨 组 织 细 
菌 16s rRNA V3-V4 区 基因 片段 扩 增 后 ,经 1% 玉 脂 糖 凝 
胶 电 泳 检 测 大 小 为 500~600 bp。 将 原始 序列 过 滤 后 所 
得 的 序列 在 相似 度 为 97% 的 水 平 上 进行 聚 类 分 析 , 共 得 
到 2488 个 操作 分 类 单元 (OTUs) 和 499896 个 优质 序列 。 
2.22 Alpha 多 样 性 分 析 ( 图 1、2) 样本 细菌 OTU 稀释 
曲线 趋 于 平缓 ,表明 本 次 测序 已 基本 覆盖 样本 的 所 有 物 
种 ,能 较 好 的 展现 样本 细菌 的 多 样 性 和 分 布 。 同 时 , 样 
Z Shannon 曲线 已 到 达 平台 期 ,表明 测序 量 趋 于 饱和 ， 
本 次 测序 深度 足够 体现 样本 的 多 样 性 ,即使 增加 测序 深 
度 也 不 会 影响 物种 多 样 性 。Rank Abundance 曲线 在 水 
平方 向 上 跨度 较 大 ,在 垂直 方向 上 较为 平缓 ,表明 样本 


表 1 患者 的 一 般 资料 


Tab.1 Demographic and clinical data of the patients (n=16) 


Gender 


Male (n/%) 9 (56.25%) 


Female (n/96) 7 (43.75%) 
Age (years) 60.692-9.69 
DM duration (years) 8.74+5.95 


Ulcer duration (days) 17.50 (10.00, 52.50) 


WBC (x10"/L) 14.98::10.02 
N (X10/L) 12.3749.70 
PCT (ng/mL) 0.25 (0.08, 0.59) 
CRP (mg/L) 117.13498.81 
Hb (g/L) 100.87225.62 
ALB (g/L) 32.03+6.98 
Serum Cr (Lmol/L) 101.38+36.25 
Cys-c (mg/L) 1.44+0.57 
BUN (mmol/L) 6.89+3.15 
HbAlc (%) 10.22+2.28 
Wagner degree 

3 (n/%) 8 (50.00%) 

4 (n/%) 8 (50.00%) 

5 (n/%) 0 


Previous antibiotics (n/%) 11 (68.7596) 


Previous DPN (n/96) 14 (87.5094) 
Previous PAD (n/96) 11 (68.7596) 
Previous DR (n/9?6) 10 (62.5094) 


DPN: Diabetic peripheral neuropathy; PAD: Diabetic peripheral vascular 
disease; DR: Diabetic retinopathy. 


细菌 OTU 分 类 丰 度 较 高 ,是 分 布 较为 均匀 。 
2.2.3 物种 注释 利用 RDP 比 对 注释 软件 根据 16s 
rRNA 基因 数据 库 将 OTU 聚 类 序列 相对 丰 度 分 别 在 界 、 
门 . 纲 \ 目 . 科 、 属 .种 水 平 上 进行 注释 ,以 相对 丰 度 大 于 
或 等 于 1% 的 物种 为 优势 菌 。16 例 样本 中 共 得 到 20 种 
优势 微生物 菌 属 , 占 所 有 菌 属 的 87.00%。 

在 按照 各 样本 优势 菌 属 的 相对 丰 度 制 成 的 堆 秋 图 
中 (图 3) ,样本 Ddl~Dd16 的 最 主要 优势 菌 属 分 别 为 
Anaerococcus (37.51% ) , Pseudomonas (46.20% ) 、 
Prevotella (59.27% ) , Finegoldia (48.04% ) , Prevotella 
(41.80% ) „Streptococcus (39.14% ) „Prevotella (28.3996) 、 
Staphylococcus (94.8296 ) , Prevotella (46.7296 ) 、 
Prevotella (61.0396 ) „Citrobacter (52.3196 ) , Fusobacterium 
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Samples (44.5796) „Porphyromonas (21.06% ) ,Prevotella( 37.359) . 
T p Sg f | Streptococcus (48.4696) „Enterococcus (70.12%), 
ID MM LESE 
200 E. ; Dg — 聚 类 分 析 , 并 进行 colunm 标 准 化 所 得 的 热 图 中 (图 4)， 
-了 “在 属 水 平 上 ,各 样本 的 优势 菌 属 整 体 上 分 布 较为 离散 ， 
100 P. 但 Anaerococcus , Veillonella , Dialister , Peptoniphilus , 
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Sequence per Sample 


图 1 OUT 稀 释 曲 线 


Fig.1 Rarefaction curve of OTU. 
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2 Rank abundance 曲线 
Fig.2 Rank abundance curve of OTU. 


Abundance 
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图 3 菌 属 相对 丰 度 堆 到 图 


Fig.3 Stack of relative abundance dominant genera. 
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Samples 


Streptococcus 和 Enterococcus 等 菌 属 在 样本 中 的 分 布 
较为 集中 。 

根据 所 有 样本 优势 菌 属相 对 让 度 制 成 的 箱 形 图 (图 
5) 可 发 现 ,优势 菌 属 在 各 样本 中 的 分 布 不 均匀 , 呈 偏 态 
分 布 。Prevotella 具 有 显著 较 高 的 相对 丰 度 , 占 所 有 菌 
属 的 21.16%。 
2.3 16s rRNA 高 通 量 测序 与 培养 结果 比较 ( 表 2) 

16 例 标本 中 ,培养 法 的 阳性 率 仅 为 88.24%(14/ 
16) ,而 16s rRNA 测序 法 的 阳性 率 高 达 100%(16/16)。 
培养 法 和 16s rRNA 测序 法 在 优势 菌 属 种 类 数 上 的 区 别 
相差 不 大 ,分 别 为 16 种 和 20 种 ,但 后 者 平均 每 个 样本 优 
势 菌 属 的 种 类 数 是 前 者 的 8 倍 以 上 (12.56 种 vs 1.50 
种 )。 两 种 微生物 鉴定 方法 结果 均 表 明 革 兰 氏 阴性 菌 所 
占 比 例 高 于 革 兰 氏 阳 性 菌 , 且 16s rRNA 测 序 结果 中 革 
兰 氏 阴性 菌 所 占 比 例 高 于 培养 法 (67.16% vs 50.0094) , 
但 差异 无 统计 学 意义 (P>0.05)。 

培养 结 Vel od ae aureus(12.5095) 7] fg 
主要 病原 茵 


Streptococcus acidominimus、 Escherichia coli, Proteus 


, E W X Enterococcus faecalis, 


201801.00623v1 


chinaXiv 


- 1452 . J South Med Univ, 2017, 37(11): 1448-1455 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


http://www.j-smu.com 


N Prevotella 
Fusobacterium 
i Parvimonas 


l: 
l: 
-3 
FH es 4 
-5 
E 


E Porphyromonas]l 
E Bulleidia 
Ir eptostreptococcus 
lU Anaerococcus 

li ag Veillonella 
" i. Dialister 


feos 


"^ Streptococcus 
Enterococcus 
Citrobacter 
Klebsiella 
| | | | 
omi Pseudomonas 

E Proteus 

i 

Wu i 
M Hg i i Halomonas 


Finegoldia 
RSS EESE ANONN 5.46 
SRR FAN NAONA NS 


Staphylococcus 


图 4 菌 属 相对 丰 度 聚 类 热 图 


Fig.4 Heatmap of relative abundance dominant genera. 


mirabilis fll Serratia marcescens (各 8.33%);16s rRNA 
测序 结果 中 Halomonas(7.96%) 为 最 主要 病原 菌 属 , 其 
次 为 Enterococcus, Finegoldia 和 Prevotella ( 各 
6.97%)。 两 种 微生物 鉴定 法 中 共同 出 现 的 病原 菌 属 为 
Staphylococcus, Enterococcus, Streptococcus, Proteus, 
Pseudomonas „Klebsiella „Citrobacter , 5281525 5 rp 4X. 
有 Escherichia coli , Serratia marcescens 及 Enterobacter 
cloaca 3 种 病原 菌 未 通过 16s rRNA 测序 法 检测 出 来 ， 

而 高 达 13 种 病原 菌 仅 出 现在 16s rRNA 测序 法 结果 中 ， 

且 其 中 的 Anaerococcus, Veillonella, Bacteroides, 


Fusobacterium, Porphyromonas , Finegoldia , Prevotella, 


Peptostreptococcus , Parvimonas ,Peptoniphilus Il Bulleidia 
TM Te EP SECERE SU RED ACHSE S DUE IS h ECTS 
(ih 4.1796) ,为 Candida albicans ÝR FZ EMA 


菌 (MDR) 占 58.33%。 


3 讨论 
糖尿 病 足 骨髓 炎 是 糖尿 病 致 残 率 及 致死 率 均 较 高 
的 并 发 症 ,近年 研究 表明 有 效 的 抗生素 治疗 能 提高 骨髓 


6 提高 月 HH 
炎 的 治愈 率 、 降 低 外 科 治疗 风险 ,是 降低 截 趾 / 层 率 和 死 
亡 率 的 重要 治疗 手段 。 


了 解 临床 上 DEFO 创面 病原 
生物 菌 群 的 多 样 性 及 分 布 特点 ,对 于 指导 抗生素 的 使 用 
有 着 重要 的 意义 。 本 研究 显示 16s TRNA 高 通 量 测序 可 
展示 DFO 骨 组 织 中 病原 微生物 的 多 样 性 及 分 布 特点 。 
Alpha 多样 性 分 析 表 明 本 次 测序 的 深度 和 广度 基本 和 覆 
盖 样 本 的 所 有 物种 ,各 样本 细菌 OTU 分 类 丰 度 较 高 , 且 
分 布 较为 均匀 。 但 优势 菌 属 在 各 样本 中 的 分 布 并 不 均 
匀 , 呈 偏 态 分 布 ,各 样本 间 的 优势 菌 属 种 类 及 数量 差异 
均 较 大 。 
本 人 研究 无 论 是 在 16s rRNA 测序 还 是 培养 法 结果 
中 ,DFO 感 染 骨 组 织 病原 苗 中 革 兰 氏 阴 性 菌 所 占 比 例 
均 高 于 革 兰 氏 阳 性 菌 。 在 一 些 欠 发 达 量 气候 显著 温 暧 
地 区 的 研究 中 ,DEFO 病原 菌 中 革 兰 氏 阴 性 菌 的 比例 较 
高 "。 此 前 也 有 研究 揭示 ,糖尿 病 足 创面 主要 病原 菌 会 
Wagner 级 别 的 不 同 而 有 所 差异 : 随 着 Wagner 级 别 的 
升 高 ,G- 菌 所 占 的 比例 逐渐 增 大 "”"。 黄 营 等 "进一步 
回顾 性 研究 发 现 ,糖尿 病 足 感染 一 旦 合并 骨髓 炎 ,其 病 
原 菌 将 从 以 革 兰 氏 阳 性 菌 为 主 转变 为 以 革 兰 氏 阴 性 菌 
为 主 。 有 趣 的 是 ,本 研究 中 16s rRNA 测序 G- 菌 属 的 比 
例 高 于 培养 法 ,有 征 Anaerococcus、Veillonella、 


Bacteroides , Fusobacterium , Porphyromonas , Finegoldia , 


Prevotella , Peptostreptococcus , Parvimonas , Peptoniphilus 
fll Bulleidia 55-*z ER S&P SX Js P SRCERU DULL ALT, 16s 
IRNA 测 序 结果 中 ,而 培养 结果 中 并 无 厌 氧 菌 的 出 现 , 表 
HH 16s rRNA 测序 对 于 G- 菌 属 及 大 氧 菌 属 的 鉴定 较 培 
养 法 有 显著 的 优势 。 
人 研究 发 现 16s rRNA 测 序 对 细菌 鉴定 的 敏感 性 是 微 
生物 培养 的 2 倍 , 而 且 可 分 离 出 某 些 少见 或 含量 较 少 、 
难以 或 不 能 培养 的 菌 种 ”。 本 研究 中 ,16s RNA 测序 
结果 平均 每 个 样本 病原 菌 种 类 数 是 培养 法 的 8 倍 以 上 ， 
除 Escherichia coli, Serratia marcescens 及 Enterobacter 
cloacae 外 ,16s IRNA 测 序 结果 覆盖 了 培养 结果 的 所 有 
病原 菌 , H. Halomonas , Peptostreptococcus , Parvimonas ~ 


Finegoldia , Prevotella , Anaerococcus , Dialister , Veillonella ~ 
Bacteroides , Fusobacterium , Porphyromonas , Peptoniphilus 
和 Bulleidia 等 菌 属 仅 出 现在 16s TRNA 测序 结果 中 , 进 
一 步 证 实 了 16s rRNA 测序 在 病原 微生物 鉴定 灵敏 度 方 
面 的 优越 性 ,与 Choi 等 ”的 结果 一 致 。 此 外 ,16s rRNA. 
测序 的 阳性 率 高 于 培养 法 (100% vs 88.24%)。 需 要 指 
出 的 是 ,16s TRNA 测序 目前 并 不 能 及 时 鉴定 病原 菌 的 
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图 5 菌 属相 对 丰 度 箱 式 图 


Fig.5 Boxplot of relative abundance dominant genera. 


抗生素 敏感 性 ,而 培养 法 结果 显示 58.33% 的 病原 菌 为 
多 重 耐 药 菌 。 有 研究 证 实 , 长 期 抗生素 使 用 史 是 多 重 耐 
菌 出 现 的 危险 因素 ,本 研究 中 约 高 达 68.75% 的 患 
者 入 院 前 有 抗 感染 治疗 史 , 而 有 研究 认为 多 重 耐 药 菌 的 
出 现 是 导致 抗 感染 治疗 失败 的 重要 因素 2 。 

因此 ,对 于 DFO 病 原 菌 的 鉴定 ,应 常规 结合 一 般 细 
菌 及 大 氧 阔 培养 ,甚至 其 他 它 更 为 复杂 的 培养 方法 ， 
而 取样 要 求 严 格 ,鉴定 程序 繁琐 ;而 16s rRNA 测 序 仅 通 
过 一 次 测序 即 可 完成 鉴定 ,方法 简单 ,不易 漏诊 ,在 对 革 
兰 氏 阴性 菌 及 大 氧 菌 的 鉴定 方面 较 培 养 法 有 显著 的 优 
势 。 由 于 16s rRNA 测 序 在 对 真菌 及 病原 菌 药 物 敏 感性 
的 鉴定 方面 仍 存在 不 足 , 因 而 应 结合 药 敏 试验 才能 更 准 
确 地 指导 临床 抗生素 的 选择 。 临 床上 DFO 感 染 的 控制 
应 该 在 病原 微生物 及 其 药物 敏感 性 的 准确 鉴定 结果 指 
导 下 进行 ,必要 时 首选 以 抗 革 兰 氏 阴 性 菌 为 主 的 抗生素 
作为 经 验 性 用 药 , 并 联合 抗 大 氧 菌 药物 。 

本 研究 并 未 进行 抗生素 洗 脱 ,与 临床 活检 条 件 完全 
一 致 , 且 16s TRNA 测序 灵敏 度 高 ,不 会 因为 抗生素 的 使 
用 而 出 现 假 阴性 结果 ,因而 本 研究 的 微生物 分 析 结 果 更 
能 反映 临床 DFO 创面 病原 微生物 的 特征 。16s rRNA 
测序 结果 发 现 ,DFO 病原 微生物 的 多 样 性 较 大 ,各 样本 
间 物 种 的 种 类 及 分 布 差异 较 大 ,Prevotella Streptococcus, 
Staphylococcus、Enterococcus、Anaerococcus 等 菌 属 成 
为 丰 度 最 大 的 菌 属 , 占 所 有 菌 属 的 49.09%。 与 van 
Asten 等 "的 结果 不 同 的 是 ,本 研究 16s rRNA 测序 中 
Staphylococcus 并 非 最 优势 菌 属 , 但 Dowd 等 ”认为 导 


a 


St DFO 发 生 的 可 能 不 是 某 一 个 细菌 ,而 是 某 一 群 细菌 
的 共同 作用 。 越 来 越 多 的 研究 认为 ,由 多 种 细菌 共同 形 
成 的 生物 膜 及 其 代谢 产物 是 导致 骨髓 炎 发 生 的 重要 原 
因 ”* 当 。 本 研究 中 68.75% 的 患者 入 院 前 有 长 期 抗生素 
使 用 史 , 因 而 可 能 是 由 于 抗生素 的 "挑选 作用 ”使 某 些 耐 
药 的 条 件 致 病菌 成 为 优势 菌 , 但 并 不 一 定 是 致 病 的 关键 
菌 。 此 外 ,糖尿 病 患 者 本 身 的 免疫 力 下 降 , 组 织 微 环境 也 
发 生 了 改变 *” ,因而 更 有 利于 其 他 条 件 致 病菌 的 定植 。 

尽管 16s TRNA 测序 法 较 传统 培养 法 有 显著 优势 ， 
但 仍然 存在 一 系列 吸 待 解决 的 问题 。 目 前 16s rRNA 
序 法 对 病原 菌 的 鉴定 只 能 精确 到 属 水 平 ,对 种 水 平 的 鉴 
定 仍 然 不 够 完善 ;此 外 ,尽管 16s rRNA 高 通 量 测序 速度 
极 快 ,但 对 产生 的 大 量 数据 的 分 析 和 充分 利用 需要 专业 
的 数据 分 析 团 队 。 但 是 ,16s rRNA 高 通 量 测序 技术 仍 
然 是 一 项 有 前 景 的 微生物 分 析 方 法 ,不 仅 可 指导 抗 感染 
治疗 ,还 可 进一步 研究 微生物 物种 间 的 相互 关系 和 致 病 
作用 机 制 ,开创 新 的 控制 感染 方法 写 。 

本 研究 中 的 病原 微生物 大 多 是 条 件 致 病菌 ,这 些 条 
件 致 病菌 在 骨髓 炎 的 发 生 及 发 展 过 程 中 究竟 扮演 什么 
样 的 角色 ?此 外 ,检测 结果 中 某 些 丰 度 较 大 的 微生物 是 
否 是 真正 导致 骨 髓 炎 难 以 清除 的 罪魁 祸首 ”这 些 问 题 
需 竺 后 期 进一步 实验 进行 探讨 。 
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表 2 培养 法 与 16s rRNA 测序 结果 中 DFO 病 原 菌 分 布 的 特点 


Tab.2 Comparison of pathogen distribution in DFO bone tissues detected by routine culture and 16S rRNA sequencing 


Culture (n=14) 


16s rRNA (n=16) 


Pathogen P 
Species n (96) Species n (9$) 
n - 14/16 - 16/16 - 
GŒ - 11 (45.83%) - 66 (32.84%) >0.05 
Staphylococcus aureus 3 (12.50%) Enterococcus spp. 14 (6.97%) - 
Enterococcus faecalis 2 (8.33%) Streptococcus spp. 13 (6.47%) - 
Streptococcus acidominimus 2 (8.33%) Staphylococcus spp. 12 (5.97%) - 
Staphylococcus intermedius 1 (4.17%) Peptoniphilus spp. 11 (5.47%) - 
Streptococcus anginosus 1 (4.17%) Peptostreptococcus spp. 8 (3.98%) - 
Enterococcus raffinosus 1 (4.17%) Parvimonas spp. 4 (1.99%) - 
Streptococus agalactiae 1 (4.17%) Bulleidia spp. 4 (1.99%) - 
G (-) - 12 (50.00%) - 135 (67.16%) >0.05 
Escherichia coli 2 (8.33%) Halomonas spp. 16 (7.96%) - 
Proteus mirabilis 2 (8.33%) Finegoldia spp. 14 (6.97%) - 
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